
Weitere Verwendungsmoglichkeiten von 3, z. B. in Cy- 
cloadditionen. werden untersucht. Vorlaufige Studien zei- 
gen, darj 3 mit Cyclopentadien reagiert. Das envartete Pro- 
dukt kann jedoch wegen der thermischen Instabilitat von 
Alkyliodoniumsalzen nicht isoliert werden. 

Experimentellcs 
3: Eine Suspension von 0.60 g (1.58 mmol) 2[10] in 30 mL Dichlormethan wur- 
de unter Stickstoff bei - 40°C tropfenweise mit einer Losung von 0.46 mL 
(1.58 mmol) 1 [151 in 10 mL Dichlormethan versetzt. AnschlieBend lieB man das 
heterogene Gemisch auf Raumtemperatur kommen und erhielt eine klare. gelb- 
liche Losung. Nach Zugabe von Hexan unter heftigem Ruhren setzte sich ein 
gelbliches 0 1  ab. das zweimal rnit Hexan gewaschen wurde, um Tri-n- butylzinn- 
cyanid zu entfernen. Zur Kristallisation wurde das 01, gelost in wenig Dichlor- 
methan, in heftig geruhrtes Hexan gegossen. Das Losungsmittel wurde dekan- 
tiert und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Man erhielt 0.45 g (75%) 
farbloses. mikrokristallines 3. Fp = 32°C. 'H-NMR (300 MHz, CD,CI,): 
6 = 6 . 2 2  (dd, J , , ~ , , , ~ , = 5 . 2 ,  JH.l ,H.,=15.0Hz, 1 H ;  H-l), 6.95 (dd, 
JH. , ,H. l=5 .2 , JH~z,H~3=6.8Hz, lH;H-2 , t ranszuI ) ,7 .20(dd ,J , . , ,H. ,=6 .8 ,  
J H . , , . ~ , = 1 5 H z . l H ; H - 3 , c i s z u l ) , 7 . 5 7 ( t ,  J=7 .8Hz,2H;Hm, , , ) ,7 .75( r ,  
J = 7 . 3 H z ,  lH;H,,,,).7.99(d,J=8.4Hz.2H;H,,,,,);"CNNMR(75MHz, 

132.5, 133.2, 136.0 (3s; CH.,J. 133.4 (s; =CH,); IR[16]: i[cm-']  = 3087, 
3072. 3004, 2946, 1588. 1568. 1474, 1446. 1379, 1253, 1223, 1165, 1156. 1025. 
992, 733. MS(FAB): m/z  231 (Ma); Hochauflosungs-MS: berechnet fur 
C,H,F,IO,S': 230 96707, gefunden: 230.96655. 
4[17]' Eine Losung von 0.84g (2.21 mmol) 3 in Benzonitril wurde mit 
10 MOIL% (0.06 g) Silbertriflat versetzt. Nach 3 d Ruhren wurde 0.06 g 15% 
farbloses 4 abdestilliert. Kp = 80°C. 'H-NMR (300 MHz, CD,CN): 6 = 5.14 
(dd. JH.2,H.3 = 3 ~', J,I.2.H., = 5 5 Hz; H-2, frans zu OTf), 5.36 (dd, 
JH.).H.Z = 3.7,J~.3, H . I  = 13.0 Hz, 1 H ;  H-3, r iszu OTf), 6.84(dd, J,.,,,., = 5 . 5 .  
J H ~ , , H . 3  = 13.1 HI. 1 H ;  H-1); ' T - N M R  (75 MHz, CD,CN): 6 = 106.4 ( s ;  

CD,CI,): 6 = 109.5 (s; =CH), 110.1 ( s ;  C,,,,), 120.5 (q, JC,F = 320Hz; CF,), 

=CH,). 119.4 (4. .fc.F = 319 Hz; CF,), 143.5 (s; =CH); IR: i[cm-'] = 3111, 
2994, 1646. 1428, 1309, 1250, 1215, 1145. 1086, 963. 798; MS(EI): mjz 176 
( M m ) ;  Hochauflosungs-MS berechnet fur C,H,F,O,S@: 175.97550, gefun- 
den: 175.97532. 
5 :  Eine Losung von 0.019 mmol (M = Ir: 15mg. M = Rh: 13mg) 
[M(PPh,),(CO)CI][18] und 8.7mg (0.023 mmol) 3 in 20 mL Benzol wurde be1 
Raumtemperatur tinter Stickstoff und unter LichtausschluB 30 min (M = Ir) 
oder 5 h (M = Rh) geruhrt. Durch Fillung mit Pentan erhielt man 5 mit leich- 
ten Verunreinigungen durch zersetztes 3. Umkristallisation aus Dichlormethan/ 
Hexan (oder EtheriHexan) lieferte 84% 5 a  in Form fast farbloser Kristalle 
bzw. 75%5binFormgelberKristalle.5a: Fp = 178-210"C(Zers.). 'H-NMR 
(300 MHz. CD,CI,): 6 = 4.43 (dm, JH~,,,-,  = 16.4 Hz, 1 H ;  H-3, ciszu Ir), 5.41 
(dm. JH~2,H.I = 8.2 Hz. 1 H ;  H-2, lrans zu Ir). 6.67 (dd, J, = 8.3. 

IR[16]: i[cm-']  = 3061,2063,1579,1484,1436. 1315,1265,1230, 1202,1093, 
1004,744,693; MSIFAB): m/z  807 (M'-OTf), Hochauflosungs-MS: berechnet 
fur C,,H,,CIIrOP~: 807.13280, gefunden: 807.13285. 5b: Fp = 55-120°C 
(Zers.). 'H-NMR (300 MHz. CD,CI,): 6 = 4.40 (dm, J,.),,., = 16.4 Hz, 1 H ;  
H-3, C I S  zu Rh). 4.97 (m, 1 H ;  H-2, trons zu Rh), 6.67 (m, 1 H ;  H-l) ,  7.39-7.82 
(m, 30H; H,,,,); "P-NMR (121 MHz, CD,CI,): 6 = 15.1 (d, 
lJp.Rh = 88.5 Hz); IR[16]: ;[cm-'] = 3069.2088, 1574, 1482, 1436, 1324, 1259, 
1233. 1204, 1171, 1029, 1016, 746, 692,685; MS(FAB): mjz 627 [Rh(PPh,)y], 
Hochauflosungs-MS. berechnet fur C,,H,,P,Rh@ : 627.08778, gefunden: 
627.08708. 

J H ~ I . H - 3  = 16.5 Hz, 1 H ;  H-1); "P-NMR (121 MHz, CD,Cl,): 6 = - 8.3; 
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Eine Metall-Ionen- und Cofaktor-unabhangige 
enzymatische Redoxreaktion : die Halogenierung 
durch bakterielle Nicht-Ham-Haloperoxidasen ** 
Von Theodor Haag. Franz Lingens und Karl-Heinz van Pie  * 
In memoriam Richard Kuhn 

Haloperoxidasen sind Oxidoreductasen, die mit Peroxi- 
den (z. B. H 2 0 2 )  und Halogenid-Ionen (Chlorid oder Bro- 
mid) die Halogenierung organischer Substrate katalysieren 
[GI. (a)]. Die Halogenierung verlauft in zwei Schritten. Im 

(a) R-H + H,O, + Hal-  + H +  - R-Hal + 2 H,O 

Hal = Br, C1 

ersten, enzymkatalysierten Schritt werden die Halogenid-Io- 
nen durch H 2 0 ,  oder andere Peroxide oxidiert. Die dabei 
gebildete Hal+-Spezies greift im zweiten Schritt in einer nicht 
notwendigerweise enzymkatalysierten Reaktion elektrophil 
am organischen Substrat an. Bei allen bisher untersuchten 
Haloperoxidasen verlauft der Elektronentransfer vom Halo- 
genid-Ion zum Peroxid iiber eine prosthetische Ham-Grup- 
pe['I oder den Cofaktor Vanadium"]. Die bakteriellen 
Nicht-Ham-Haloperoxidasen enthalten dagegen weder ei- 
nen Cofaktor noch eine prosthetische G r ~ p p e ~ ~ . ~ ~ .  Dadurch 
unterscheiden sie sich sowohl von den iibrigen Halo- 
peroxidasen als auch von allen anderen Oxidoreduktasen, da 
Redox-Enzyme normalerweise einen Cofaktor oder eine 
prosthetische Gruppe zur Elektroneniibertragung benoti- 
gen. Als Beispiele dieser bakteriellen Nicht-Ham-Haloper- 

['I Priv.-Doz. Dr. K.-H. van Pee, DipLChem. T. Haag, Prof. Dr. F. Lingens 
Institut fur Mikrobiologie der Universitat Hohenheim 
GarbenstraDe 30, W-7000 Stuttgart 70 

[*'I Diese Arbeit wurde von dem Bundesministerium fur Forschung und Tech- 
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oxidasen wurden zwei Enzyme aus Antibiotica-produzieren- 
den Bakterienstammen untersucht : die Chlorperoxidase aus 
dem Pyrrolni t ri n -Produzen ten Pseudomonas p-yrrocinia 13] 
und die Bromperoxidase aus dem 7-Chlortetracyclin-Produ- 
zenten Streptom.yces aureofaciens141. D a  sie weder einen Co- 
faktor noch eine prosthetische Gruppe enthalten, muB die 
Elektroneniibertragung vom Halogenid-Ion zum H,O, an 
einer Aminosaure stattfinden. 

Eine wesentliche Rolle bei der Identifizierung dieser Ami- 
nosaure spielte das Verhalten der bakteriellen Nicht-Ham- 
Haloperoxidasen gegeniiber Cyanid-Ionen. 

Die Inkubation der bakteriellen Nicht-Ham-Haloperoxi- 
dasen rnit Cyanid in Gegenwart von H,O, und Bromid, d. h. 
unter Reaktionsbedingungen c51 ,  fiihrte zur Inaktivierung 
der Enzyme durch die Spaltung der Proteine in zwei Peptide. 
Durch elektrophoretische Trennung16] der beiden Peptide 
konnte gezeigt werden, daR sie dieselbe Molekiilmasse haben 
wie zwei durch Bromcyan-Spaltung der nativen Enzyme ent- 
standene Bruchstucke. Da sowohl die Enzymreaktion rnit 
Cyanid als auch die Bromcyan-Spaltung zu denselben Pro- 
dukten fiihren, miissen die Enzyme in der Lage sein, Brom- 
cyan zu produzieren. 

Bromcyan spaltet Peptidketten nach Methionin. Da ein 
UberschuB an Methionylglycin die Selbstspaltung der Enzy- 
me nicht verhindern konnte, liegt die Vermutung nahe, daB 
das reaktive Melhionin irn oder am aktiven Zentrum der 
Enzyme liegt. In diesem Fall reagiert entstehendes Bromcy- 
an sofort mit dern Methionin des Enzyms, bevor es das akti- 
ve Zentrum verlassen kann. Die Vermutung, daR dieses Me- 
thionin im aktiven Zentrum liegt, wurde durch das Verhalten 
der Chlorperoxidase bei der Bromcyan-Spaltung bestatigt. 
Eine Bromcyan-Spaltung der denaturierten Chlorperoxida- 
se['] fiihrt zu einer Vielzahl von Peptiden, entsprechend den 
fiinf Methioninresten, die in der Aminosauresequenz enthal- 
ten sind. Dagegen fiihrt die Bromcyan-Spaltung der nativen 
Chlorperoxidase zu den beiden bereits erwahnten Peptiden, 
die auch bei der Reaktion mit Cyanid auftreten und der 
Spaltung des Enzyms nach einem einzigen Methioninrest 
entsprechen (Abli. 1). Die Bromperoxidase enthalt lediglich 
einen Methioninrest. 

+ H202 

- H,O 

Abb. I .  Schematischer Verlauf der Bromcyan-Spaltung der nativen A und der 
denaturierten B Chlorperoxidase. o = Methionreste der Chlorperoxidase. 

Methionin 1aRt sich leicht durch H,O, zu Methioninsulfo- 
xid oxidieren. Vide Enzyme verlieren dabei ihre katalytische 
Aktivitat[*]. In einem Enzym, dessen Substrat H,O, ist, soll- 
ten deshalb Methioninreste fur das H,O,-Molekiil - und 
damit auch fur das ahnlich groBe Bromcyan-Molekiil - 
schwer zuganglich sein. Tatsachlich sind vier der fiinf Me- 
thioninreste der Chlorperoxidase im nativen Enzym fur 
Bromcyan unzuganglich. Das einzige zugangliche Methio- 
nin ist das, nacfi dem auch durch die Enzymreaktion rnit 
Cyanid gespalten wird. Dieses leicht zugangliche Methionin 
wird unter Reaktionsbedingungen durch H,O, zu Methio- 
ninsulfoxid oxidiert. 

+ Sub-H 

- Sub-Hal 

- HHal 

1 
R 

CH3 

H3C 

+ HHal 

R 
Hal-&OH 3 

CH3 

+ Sub-H 
- Sub-Hal 

- HHal 

+ Hal 

4a 4 

Schema 1 .  Reaktionscyclus der bakteriellen Nichf-Him-Haloperoxidasen 
R = CH2CH2CH(NHR)(COR') mit R ' , R '  = Peptidkette des Enzyms: 
Hal = Br oder CI; Sub-H = organisches Substrat; Sub-Hal = halogeniertes 
Produkt. 4 a  wird nur im Fall Hal = Br gebildet. 

In einer chemischen Reaktion werden Sulfoxide in HBr- 
Losung zu Sulfiden reduziertI9]. Dabei wird Br - durch das 
Sulfoxid zu Br, oxidiert. Fur  die enzymatische Oxidation 
von Br zu Br + durch bakterielle Nicht-Ham-Haloperoxi- 
dasen kann eine analoge Reaktion iiber Methioninsulfoxid 
postuliert werden (Schema 1). 

Dieses Modell erklart auch die Reaktion der Haloperoxi- 
dasen mit Cyanid: Wenn das Bromatom in 4 durch eine 
Cyangruppe ersetzt wird, fiihrt dies zu einer Zwischenver- 
bindung, die auch bei der Bromycan-Spaltung von Proteinen 
auftritt. Durch dieses Reaktionsschema kann auch die Sub- 
stratspezifitat der Chlorperoxidase fur die Chlorierung - die 
Chlorperoxidase kann Substrate aus der Biosynthese von 
Pyrrolnitrin chlorieren, wahrend beliebige, organische Sub- 
strate wie 2-Chlor-4,4-dimethyl-1,3-cyclohexandion nur bro- 
miert werdenI3] - gedeutet werden. Die chernische Oxidation 
von CI- zu freiem CI, (oder HOCI) durch Sulfoxide ist unter 
Bedingungen, bei denen die Oxidation von Br- zu Br, beob- 
achtet wird, nicht moglichrg1. Die Reaktion rnit CI- fuhrt 
lediglich zur Zwischenverbindung 4. Nur Substrate, die an 
das aktive Zentrum gelangen - d. h. Substrate aus der Pyrrol- 
nitrin-Biosynthese, fur die das Enzym eine Affinitat besitzt - 
und dort mit der Zwischenstufe 4 reagieren konnen, werden 
chloriert. Bei anderen Verbindungen kann das Enzym ledig- 
lich eine unspezifische Bromierung mit freiem Br, iiber 4 a  
katalysieren. Dies erklart, weshalb die Chlorperoxidase le- 
diglich die Bromierung und keine Chlorierung von 2-Chlor- 
4,4-dimethyl-l,3-~yclohexandion katalysiert. 

Werden die Enyzme mit H,O, versetzt, wird Methionin 
oxidiert, und Methioninsulfoxid 2 ist nachweisbar ["I. Diese 
Reaktion laBt sich rnit vielen Enzymen einfach durchfiihren. 
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Zur Reduktion des entstandenen Methioninsulfoxids zuriick 
zu Methionin miissen normalerweise Reduktionsmittel wie 
Mercaptoethanol angewendet werden. Im Gegensatz dazu 
mu13 die Reduktion bei den bakteriellen Nicht-Ham-Halo- 
peroxidasen nach dem vorgeschlagenen Mechanismus mit 
Halogenid-Ionen erfolgen, d .  h. in Gegenwart von Bromid 
und dem organischen Halogenacceptor (2-Chlor-4,4-dime- 
thyl-I ,3-cyclohexandion) im Uberschulj gegeniiber H,O,, 
mu13 der Reaktionscyclus nach Verbrauch des gesamten H,O, 
auf der Stufe des Methionins 1 stehen bleiben. Dies konnte 
durch Bromcyan-Spaltung und anschlienende Elektro- 
phorese["] bestatigt werden. 

Die gesamte Enzymreaktion ist sicherlich wesentlich kom- 
plexer, als es irn Schema dargestellt 1st. Es mu13 beispielsweise 
im aktiven Zentrum noch weitere Aminosauren geben, die 
die notige Polarisierung der S-0-Bindung wahrend der Re- 
aktion induzieren. Durch die Aufklarung der Struktur des 
aktiven Zentrums durch eine Rontgenstrukturanalyse lassen 
sich diese Aminosauren bestimmen. Dazu wurde die Brom- 
peroxidase bereits kristallisiert, und erste Strukturuntersu- 
chungen an diesen Kristallen wurden durchgefiihrt [' 'I. 
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Direkte Beobachtung des Zentralatoms in 

durch '3C-NAMR-Spektroskopie ** 
Von Hubert Schmidbaur *, Benno Brachthauser 
und Oliver Stergelmann 

Aus der Vorgeschichte der Hexakis(phosphanaurio)me- 
thanium(2 + )-Kationen vom Typ [(LAu),CI2 + rnit hyperko- 
ordiniertem zentralem KohlenstoffatomI'I ist erkennbar, 

IC{AuIP(C,H,),(p-C,H4NMe*)l}, I(BF4h 

['I Prof. Dr. H. Sthmidbaur, DipLChem. B. Brachthluser. 
Dip1.-Chem 0 Steigelmann 
Anorganisch-chemisches Institut der Technischen Universitat Munchen 
Lichtenbergstrak 4, W-8046 Garching 
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daB dem direkten Nachweis des interstitiellen Atoms groBte 
Bedeutung zukommt. Als in friiheren Experimenten mit 
Goldclustern ein solcher sechskerniger Komplex ungeplant 
entstanden war, wurde seine Identitat nicht erkannt und das 
Produkt ohne Zentralatom als [(LAu),]'+ formuliert[21. Da 
diese Stochiometrie aber nach theoretischen Vorhersagen 
nicht zu oktaedrischer, sondern zu kantenverkniipfter Dop- 
peltetraeder-Geometrie fiihren ~ o l l t e [ ~ ~ ,  kam es zu ersten 
Zweifeln an der Richtigkeit der Angaben, zumal die Synthe- 
se nicht reproduzierbar warc4]. Rechnungen lie13en spater 
erkennen, daR C-zentrierte oktaedrische Cluster durch eine 
besonders stabile Elektronenkonfiguration ausgezeichnet 
sein ~ o l l t e n [ ~ l .  

Nach der gezielten Synthese von Dikationen [(LAu),C]'+ 
rnit tertiaren Phosphanen als Liganden L konnte das Vor- 
handensein des Zentralatoms zunachst nur iiber die hoch- 
auflosende Felddesorptions(FD)- und Fast-Atom-Bom- 
bardment(FAB)-Massenspektrometrie sicher nachgewiesen 
werden"]. Zwar zeigte sich auch in den Rontgenbeugungs- 
diagrammen aller inzwischen mit dieser Methode untersuch- 
ten Komplexe['% ' - 'I jeweils die erwartete Elektronendichte 
im Zentrum des Clusters, doch kommt solchen Befunden 
angesichts der sechs grol3en Nachbaratome rnit ihren noch 
groneren Liganden nur bedingt Beweiskraft zu. Ahnliches 
gilt fur die IR/Raman- und UV/VIS-Spektren, den Dia- 
magnetismus sowie die '97Au-Mo13bauer-Spektren~'1. 

Die direkte Beobachtung des zentralen C-Atoms durch 
NMR-Spektroskopie blieb also eine Herausforderung, 
nicht zuletzt auch deshalb, weil angesichts des ungewohnli- 
chen Bindungszustandes dieses Atoms, fur den es keine 
Prazedenzfalle gibt, keine Vorhersagen von chemischer Ver- 
schiebung und Spin-Spin-Kopplung moglich waren. Wir ha- 
ben deshalb nun die Titelverbindung ausgehend von I3C-an- 
gereichertem "CCI, synthetisiert. Kaufliches ' 3CC14[sl 
wurde aus Kostengriinden rnit CCI, natiirlicher Isotopen- 
haufigkeit auf einen 13C-Gehalt von 20% verdunnt und wie 
beschrieben['] in 3C[B(OCH,),]4 umgewandelt. NMR- und 
MS-Kontrolle dieses Produkts bestatigte den erwarteten 
3C-Gehalt am Zentralatom. Als zweite Synthesekompo- 

nente wurde aus @-C,H,NMe,)P(C6H5),[' O1 der 1 :I-Kom- 
plex mit AuCl hergestellt und analytisch sowie strukturell 
abgesichert (Ausbeute 97.5 %, Fp = 218-220 "C (Zers.))" 'I  
(Schema 1 ) .  Die p-Dimethylamino-Substituenten sollten 
Loslichkeit und Derivatisierbarkeit verbessern, um den 
Nachweis zu erleichtern. Die Umsetzung des R,PAuCl- 
Komplexes rnit '3CC14/CC14 in Gegenwart von CsF in He- 
xamethylphosphorsauretriamid (HMPT) ergab mit 40 % 
Ausbeute die Titelverbindung in Form farbloser Kristalle 
(Fp = 145-1 52°C (Zers.)). Das FAB-Massenspektrum 
(Matrix Nitrobenzylalkohol) bestatigte mit m/z 1521 . I  die 
(halbe) Masse des Dikations, das '97Au-MoRbauer-Spek- 
trum mit I S =  2.55mms-' und Q S  =7.54mms- '  die 
Aquivalenz der sechs Goldatome im festen Zustand (4 K). 

( E L )  

8 LI 

- 8 LiCl 
''CCI, + 4CIB(OMe), I'C[B(OMe),], 

\ ,L 1 2 '  CsF/HMPT 
C J 5 ,  FYAu 

2 BF, p-Me,N -CbH4-P-Au-' 'C-Au-L 

C f K  
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